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บทคัดยอ 
 
โรคเทาชาง เปนปญหาทางสาธารณสุขในประเทศที่กําลังพัฒนารวมถึงในประเทศไทยซึ่งพบโรค
เทาชางที่เกิดจากพยาธิเทาชาง 2 ชนิด คือ Brugia  malayi  และ Wuchereria bancrofti โดย B. malayi 
นั้นจะมีแหลงระบาดทางภาคใตของประเทศ ในการวิจัยครั้งนี้ไดเก็บตัวอยางแมวซึ่งเปนสัตวรังโรค 
(reservoir host) ของพยาธิชนิดนี้มาจํานวน 2 ตัว จากพื้นที่ระบาดของโรคในจังหวัดนราธิวาส จากการ
ตรวจโดยการยอมสี Giemsa พบวามี ไมโครฟลาเรียชนิด Brugia spp.แตไมสามารถจําแนกสปชีส ดังนั้น
จึงทําการเพิ่มขยายจํานวน DNA ของ ribosomal DNA บริเวณ Internal transcribed spacer 1 (ITS1) 
และ Internal transcribed spacer 2 (ITS2) ดวยวิธี PCR พบวา PCR product  มีความยาว 586 และ 
660 bp ตามลําดับ หลังจากนั้นทําการหาลําดับเบสแลวทํา nucleotide sequence alignment เพื่อสราง 
phylogenetic tree ดวยโปรแกรม PAUP* version 4.0b10 ผลของ ITS1 และ ITS2 trees แสดงใหเห็นถึง
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพยาธิเทาชางชนิด B. malayi  ในแมวตัวที่ 1 ทํานองเดียวกันจาก
ขอมูล ITS1 tree ชี้ใหเห็นวาแมวตัวที่ 2 มีการติดเชื้อ Brugia spp. ที่คาดวานาจะเปน new variant ของ
สายพันธุ สวนขอมูล ITS2 tree แสดงใหเห็นวาแมวตัวที่ 2 มีการติดเชื้อพยาธิเทาชางรวมกันระหวาง B. 
malayi, B. pahangi และ D. repens จากการศึกษาครั้งนี้พบวาบริเวณ ITS นั้นสามารถจําแนก
ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการและแยกสายพันธุของเชื้อ Brugia ที่เก็บไดจากแมวที่เปนแหลงรังโรคทาง
ภาคใตของประเทศไทยได 
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Genetic diversity of filaria in cat reservoirs 
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ABSTRACT 
Lymphatic filariasis is a significant health problem in many developing countries. In 
Thailand, only two of parasitic worms, Wucherelia bancrofti and Brugia malayi are reported. 
The survey of feline blood samples in the endemic area of Narathiwat, the province in the 
south of Thailand, revealed that two of them were infected with Brugia spp. Upon the 
examination of feline blood specimens by Giemsa staining, the results were positive for 
microfilaria. However, morphological characters did not clearly provide a mean of 
distinguishing Brugia species. In this study, the internal transcribed spacer 1 (ITS1) and 
internal transcribed spacer 2 regions (ITS2) have been isolated by using PCR amplification. 
generating the products of 586 bp and 660 bp in sizes, respectively. DNA sequencing, 
nucleotide sequence alignment and phylogenetic tree construction revealed that ITS1 and 
ITS2 trees showed the genetic diversity of B. malayi in Cat 1 and Cat 2. In addition, the ITS1 
tree also indicated that the Cat 2 contained the new variant of B. malayi whereas ITS2 tree 
demonstrated that the mix infection of B.malayi, B. pahangi and D. repens may be occurred. 
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บทนํา 
โรคเทาชาง (elephantiasis) เปนโรคที่
พบไดทั่วไปบริเวณเขตรอนชื้นและเขตกึ่งรอนชื้น 
แถบเอเชีย,แอฟริกา,หมูเกาะแปซิฟกตะวันตก 
และบางสวนของทวีปอเมริกา ในป ค.ศ.1995 
WHO1ประมาณการผูปวยโรคเทาชางเปน
สัดสวน 20% ของประชากรทั่วโลกหรือประมาณ 
120 ลานคน โดย 107 ลานคน ติดเชื้อชนิด 
Wuchereria bancrofti  และอีก 13 ลานคน ติด
เชื้อชนิด Brugia malayi ถึงแมวาโรคนี้จะไมทํา
อันตรายถึงชีวิตแตก็เปนสาเหตุของอาการทุพล
ภาพทําใหประสิทธิภาพในการทํางานลดลง
กอใหเกิดปญหาสุขภาพจิตและเปนปญหาใน
การดํารงชีวิตของผูปวย 2 โรคเทาชางที่พบใน
ประเทศไทยเกิดจากพยาธิ เทาชางชนิด  B. 
malayi และ W. bancrofti โดย B. malayi มี
แหลงระบาดของโรคที่บริเวณภาคใตของประเทศ
ไทยโดยเฉพาะในบริเวณจังหวัดนราธิวาสและ   
สุราษฎรธานี เนื่องจากเปนบริเวณที่มีสภาพพื้นที่
แบบปาพรุ ซึ่งเปนแหลงเพาะพันธุที่สําคัญของ
ยุงเสือ (Mansonia spp.) ซึ่งเปนพาหะนําโรค
เทาชางที่เกิดจากพยาธิเทาชางชนิด B. malayi  
ยุงชนิดนี้มีวงจรชีวิตที่ดูดเลือดคนและสัตวในชวง
กลางคืน (nocturnal  periodic) ตั้งแตชวงเวลา 
21.00 น. ถึง 02.00 น.3-4
ในอดีตการระบาดของโรคจะพบในชวง
ฤดูฝนซึ่งเปนฤดูที่พบยุงเสือ (Mansonia spp.) 
ชุกชุม  แตในปจจุบันนี้พบวาการระบาดของโรค
ลดลงมากเนื่องจากมียาหลายชนิดที่ใชในการ
รักษาผูปวยที่มีประสิทธิภาพรวมกับการใชยา
กําจัดลูกน้ํายุงเสือ นอกจากนี้การลดลงของพื้นที่
ปาพรุก็ เปนอีกปจจัยหนึ่ งที่ทําใหยุง เสือลด
จํานวนลงตามไปดวย แมวาอุบัติการณการเกิด
โรคจะลดนอยลงแตกลับไมสามารถกําจัดโรคนี้
ใหหมดไปได เนื่องจากมีรังโรคในสัตวเล้ียงและ
สัตวปาหลายชนิด เชน แมว สุนัข คาง ลิง ซึ่ง
สามารถนําโรคนี้กลับมาสูคนได5 ดังนั้นจึงตองมี
การเฝาระวังสํารวจโรคนี้อยางใกลชิดทั้งในคน
และสัตวรังโรคควบคูกันไป6
จากการสํารวจพบวาสัตวเ ล้ียงสวน
ใหญที่นิยมเลี้ยงในจังหวัดนราธิวาสและสุราษฎร
ธานี คือ แมว และโค6 จากขอมูลทางสัตววิทยา
พบวาสัตวในตระกูลแมวมีพยาธิไมโครฟลาเรีย
ในเลือด 2 ชนิด คือ B. pahangi และ Dirofilaria 
repens ในป 5 ค.ศ.1987 Phantana และคณะ  
ไดรายงานการพบพยาธิเทาชางชนิด B. malayi 
ในแมวแถบจังหวัดนราธิวาส โดยการใชวิธียอมสี 
Geimsa stain และ Acid Phosphatase7-9จาก
การศึกษาเบื้องตนโดยการยอมสีของเชื้อดวยสี 
Giemsa และ Acid Phosphatase พบวาพยาธิ
ชนิด B.pahangi มี รูปรางและลักษณะ
คลายคลึงกับ B. malayi มาก จึงทําใหยากตอ
การจําแนกชนิดของเชื้อทั้งสองสปชีส นอกจากนี้
การสืบคนขอมูลใน GenBank พบวาพยาธิ B. 
malayi และ B. pahangi มีลําดับเบสของยีน
ตางๆ ใกลเคียงกันมากประมาณ 95-97% เชน
ยีน Cuticle gene-1, Glutathione peroxidase, 
Sheat protein เปนตน ดังนั้นการจําแนกเชื้อ 
Brugia ทั้ง 2 สปชีสนี้ดวยวิธี PCR อยางเดียวจึง
ไ ม ส า ม า ร ถ ทํ า ไ ด  ใ น ป  ค . ศ .  2005 
Nuchprayoon 10และคณะ  ไดทําการทดลอง
โดยใชวิธี PCR-RFLP ของบริเวณ ITS1 พบวา
สามารถจําแนกชนิดของ Brugia spp.ได 
อยางไรก็ตามวิธีดังกลาวไมสามารถใชในการ
จําแนกความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
พยาธิชนิดตางๆในแมวได เนื่องจากแมว 
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เปนรังโรคของพยาธิเทาชางไดทั้ง 4 ชนิด คือ B. 
malayi, B.pahangi, D.repens และ D.immitis 
ในการศึกษานี้คณะผูวิจัยไดทําการเพิ่มขยาย 
DNA ในบริเวณ internal transcribed spacer 
(ITS) ของไมโครฟลาเรียที่พบในแมว ซึ่ง ITS 
region เปน marker ตัวหนึ่งที่ใชในการวิจัยอยาง
กว า งขวางสํ าหรั บการจํ าแนกและศึ กษา
ค ว า ม สั ม พั น ธ เ ชิ ง วิ วั ฒ น า ก า ร ใ น ร ะ ดั บ 
intraspecies ของสิ่งมีชีวิตทั้งเชื้อรา11พืช12และ
สัตว13ขอมูลที่ไดนอกจากจะเปนประโยชนในการ
จําแนกชนิดของพยาธิเทาชางแลวยังสามารถใช
เปนขอมูลในการติดตามการระบาด และศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพยาธิ
โดยเฉพาะชนิด B. malayi ที่สามารถติดตอสูคน
ได 
 
วิธีดําเนินงานวิจัย 
เก็บตัวอยางแมว 2 ตัวที่ตรวจพบไมโคร
ฟลาเรียของพยาธิ Brugia spp.ในกระแสเลือด
จากจํานวนแมวที่สํารวจ 60 ตัว ในป พ.ศ.2547 
จาก ต.มะรือโบออก อ.เจาะไอรอง จ.นราธิวาส  
 
วิธีทดลอง 
1. เก็บตัวอยางเลือดแมว  และยอมดวย สี  
Giemsa 
ทําการสํารวจแมวที่มีการติดเชื้อพยาธิ
เทาชางในพื้นที่จังหวัดนราธิวาส จํานวน 60 ตัว 
โดยการทําความสะอาดใบหูแมว ใชเข็มเจาะ
เลือดที่ใบหูแมวแลวใช capillary tube เก็บเลือด 
หัก capillary tube ออก นํามาเคาะกับสไลด
เบาๆ แลวนําสไลดอีกแผนหนึ่งมาไถรอยเลือดให
เกิดเปนฟลมบางๆ แลวนําไปยอมสี Giemsa  
 
บันทึกภาพไมโครฟลาเรียที่ ได  หลังจากนั้น
คัดเลือกแมวที่ติดเชื้อพยาธิเทาชางจํานวน 2 ตัว
เพื่ อ ทํ า กา รศึ กษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของพยาธิเทาชางตอไป 
 
2. การสกัด DNA 
นําเลือดที่มีพยาธิเทาชางจากแมวมา
กรองผานเมมเบรนชนิด polycarbonate ที่มี
ขนาด 0.2 ไมโครเมตร  หลังจากนั้นนํามาใสใน
หลอดทดลองที่มีสารละลาย TE buffer, SDS 
และเอนไซม proteinase K นําไปบมที่อุณหภูมิ
ประมาณ 550C นาน 12 ชั่วโมง จากนั้นเติม
สารละลาย Phenol : Chloroform ในอัตราสวน 
1:1  เขยาเบาๆ นาน 20 นาที นําไปปนแยกสาร
ดวยเครื่องปนความเร็วสูง 10 นาที แยกเอา
เฉพาะสารละลายใสสวนบนออกมาใสในหลอด
ใหม จากนั้นจึงเติม absolute ethanol ที่เย็นใน
อัตราสวน 2 เทา เขยาเบาๆ จะสังเกตพบสายใย
สีขาวลอยอยู  ใหนําไปปนตกตะกอนสายใย 
DNA ที่ความเร็ว 12,000 rpm นาน 10 นาที 
จากนั้นลาง DNA ที่ไดดวย 70% ethanol ที่เย็น 
และนํา ไปป นอีกครั้ งหนึ่ ง  เพื่ อ ใหส วนของ
แอลกอฮอลระเหยออกใหหมด แลวละลาย  
DNA ที่ไดดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์หรือสารละลาย TE 
buffer 
 
3.  การทํา PCR 
นํา DNA ที่สกัดไดมาทําการเพิ่มขยาย
ปริมาณ DNA บริเวณ ITS1 และ ITS2 ดวย
เทคนิค PCR โดย  primers ทั้ง 2 บริเวณนี้
ออกแบบมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของ ITS 1 
และ ITS 2 ของพยาธิเทาชางสปชีสตางๆ ที่มี
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รายงานใน GenBank  primers ที่ใชมีลําดับเบส
ดังนี้
บริเวณ ITS1 
ITS1F GGT GAA CCT GCG GAA GGA TC 
ITS1R   AAC CCA ATG GTG CAA TGT GC 
บริเวณ ITS2 
ITS2F   GGT TGA TTC CCG ATG GTA 
ITS2R   AGC GGG TAA TCA CGA CTG 
 
4. การโคลนบริเวณ ITS1 และ ITS2 และการ
หาลําดับเบส 
นํา PCR product ที่ไดทั้งบริเวณ ITS1 
และ ITS2 มาเชื่อมตอเขากับ pGEM®-T Easy 
Vector แลวนําเขาสู E. coli สายพันธุ JM 109  
ดวยวิธี Electroporation ทําการคัดเลือกโคโลนี
สีขาวบนอาหารที่เติมแอมพิซิลลินความเขมขน 
100 μg/ml, IPTG ความเขมขน 40 μg/ml และ 
X-gal ความเขมขน 40 μg/ml จากนั้นตรวจสอบ
วามีชิ้นสวนของบริเวณ ITS1 และ ITS2 ที่ใสเขา
ไปหรือไมดวยเทคนิค PCR โดยใช primer จาก
ขอ 3  สกัดพลาสมิดจากโคลนที่ใหผลบวกโดย
ใช QIAGEN® QIAprep Spin Miniprep และนํา
พล าสมิ ด ที่ ไ ด ไ ป ห าลํ า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ทด 
(Macrogen, ประเทศเกาหลี) 
 
5. การทํา phylogenetic tree 
นําลําดับเบสที่ไดทั้งบริเวณ ITS1 และ 
ITS2 มาทํา alignment โดยใชโปรแกรม Clustal  
 
 
 
 
X version 1.83 จากนั้นนําขอมูลดังกลาวมา
สราง phylogenetic tree โดยใชโปรแกรม 
PAUP* version 4.0 b10 เพื่ออธิบาย
ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของพยาธิเทาชาง
จากเลือดแมวกับพยาธิเทาชางสปชีสอื่นๆ 
 
ผลการทดลอง 
จากการทดลองไดนําแมวที่ติดเชื้อ
พยาธิเทาชางจํานวน 2 ตัวจากนราธิวาส มา
เจาะเลือดเพื่อตรวจหา ไมโครฟลาเรียโดยการ
ยอมสี Geimsa พบวาแมวทั้ง 2 ตัวติดเชื้อพยาธิ 
Brugia spp.(รูปที่ 1 และ 2) โดยดูจาก
นิวเคลียสที่กระจายอยูในลําตัวเกือบตลอด
ความยาวลําตัว (nuclear column) และมี
นิวเคลียส 2 อันที่แยกออกจาก nuclear column 
ไปอยูทางดานปลาย (terminal nuclei)14จาก
การเพิ่มขยายปริมาณ DNA บริเวณ ITS1 และ 
ITS2 พบวา PCR product ของบริเวณ ITS1 
และ ITS2 มีความยาว 580 bp และ 660 bp 
ตามลําดับ หลังจากการโคลนนิ่ง และทราน
ฟอรมเมชั่นพบวามีโคโลนีสีขาวขึ้นเปนจํานวน
มากซึ่งหมายถึงมีชิ้นสวนของ PCR product ที่
สนใจเชื่อมอยูกับเวคเตอร หลังจากนั้นทําการ
คัดเลือกโคโลนีสีขาวจาก ITS1 และ ITS2 ดัง
แสดงในตารางที่ 1 เพื่อทําการหาลําดับนิวคลีโอ
ไทด และวิเคราะหทางวิวัฒนาการ 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 1 แสดงจํานวนโคโลนีสีขาวที่ไดจากการโคลน 
 
บริเวณ 
 
ITS1 ITS2 
แมวตัวที่ 1 7  โคโลน ี 5  โคโลน ี
แมวตัวที่ 2 8  โคโลน ี 6  โคโลน ี
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1.1 Phylogenetic tree ของบริเวณ 
ITS1 
จากผลของการทํา Phylogenetic tree 
บริเวณ ITS1 ของพยาธิเทาชางสปชีสตางๆ โดย
ใช  W. bancrofti  เปน outgroup พบวาในแมว 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปที่ 1  ไมโครฟลาเรียที่พบในแมวตัวที ่1 รูปที่ 2  ไมโครฟลาเรียที่พบในแมวตัวที ่2
 
ตัวที่ 1 มีลําดับเบสที่ไดจาก  7 โคโลนีจัดอยูใน 
group 1 ซึ่งมีความสัมพันธใกลเคียงกับ  B. 
malayi  สวนในแมวตัวที่ 2 พบวาลําดับเบสจาก
โคโลนีที่ไดจํานวน 8 โคโลนีมีความสัมพันธอยู
ระหวาง B. malayi  และ B. pahangi  (รูปที่ 3)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3   แสดง parsimonious tree ซึ่งไดมาจากการวิเคราะหผลโดยใชโปรแกรม PAUP* version 4.0b10 
โดยใชขอมูลลําดับเบสบริเวณ ITS1 และใช W. bancrofti เปน outgroup โดยทําการ bootstrap 100 ครั้ง 
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1.2 Phylogenetic tree ของบริเวณ 
ITS2 
 จากผลของการทํา Phylogenetic tree  
บริเวณ ITS2 ของพยาธิเทาชางสปชีสตางๆ โดย
ใช  D. repens เปน outgroup พบวาในแมวตวัที ่
1 ลําดับเบสที่ ได จาก  5 โคโลนีนั้นจัดอยู ใน 
group 2 ซึ่งสามารถแบงออกเปน 2 subgroups 
โดยมีความสัมพันธอยางใกลชิดกับ B. malayi  
สวนในแมวตัวที่ 2 พบวาโคโลนีที่ไดทั้ง 6 โคโลนี       
มีลําดับเบสแตกตางกันอยางเห็นไดชัดโดย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
โคโลนีที่ 1 จัดอยูในกลุมของ outgroup คือ D. 
repens โดยมี bootstrap value เทากับ 84% 
สวนโคโลนีที่ 2 – 5  จัดอยูใน group  2  ซึ่ง
สามารถแบงออกเปน 2 subgroups โดยมี
ความสัมพันธอยางใกลชิดกับ B. malayi  
(bootstrap value เทากับ รอยละ 91) สวน
โคโลนีที่ 6 จัดอยูใน group 3  มีความสัมพันธ
อยางใกลชิดกับ B. pahangi  โดยมี bootstrap 
value เทากับรอยละ 54 (รูปท่ี 4)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4  แสดง parsimonious tree ซึ่งไดมาจากการวิเคราะหผลโดยใชโปรแกรม PAUP* version 
4.0b10 โดยใชขอมูลลําดับเบสบริเวณ ITS2 และใช D. repens เปน outgroup โดยทําการ bootstrap 
100 ครั้ง 
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สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 
บริเวณ 
 
ITS1 ITS2 
แมวตัวที่ 1 B. malayi โดยมี genetic diversity B. malayi โดยมี genetic diversity 
แมวตัวที่ 2 B. malayi โดยมี genetic diversity 
และพบ new variant ของ B. malayi 
B. malayi โดยมี genetic diversity,  
B. pahangi  และ D. repens (outgroup) 
 
 จากผลการศึกษาบริเวณ  ITS1 และ 
ITS2 ของแมวที่ติดเชื้อพยาธิเทาชางจํานวน       
2 ตัว สรุปไดดังตารางที่ 2 ดังนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ในเลือดของแมวตัวที่ 1 นาจะมีไมโครฟลาเรีย 
ชนิดเดียวคือ B. malayi และในเลือดของแมว
ตัวที่  2 จากการศึกษาบริเวณ  ITS1 พบวา
อาจจะเปน new variant ของ B. malayi  โดย
อาจเปน strain ดั้งเดิมหรือเกิดขึ้นใหมที่มี
วิวัฒนาการที่จําเพาะ และจากการศึกษาบริเวณ  
ITS2  พบวา มี subgroup ของ B.malayi ซึ่ง
สามารถแบงแยกไดเปน 2 subgroups แสดงให
เห็นถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ  
Brugia นอกจากนี้ยังพบ B. pahangi และเชื้อ
พยาธิเทาชางชนิดอื่นดวยแสดงวาในแมวตัวที่ 2 
อาจจะเกิด mix infection ขึ้น จากขอมูล
ดังกลาวทําใหทราบถึงการเปลี่ยนแปลงลําดับ   
นิวคลีโอไทดที่มีความแปรผันสูงในบริเวณ ITS2 
ดังนั้น 
 
 
 
จากการศึกษานี้สรุปไดวาบริเวณ ITS ของ 
nuclear ribosomal DNA สามารถจําแนก
ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการและแยกสายพันธุ
ของเชื้อ Brugia ที่เก็บไดจากแมวที่เปนแหลงรัง
โรคทางภาคใตของประเทศไทยได แตอยางไร 
 
 
 
ตารางที่ 2 แสดงไมโครฟลาเรยีของพยาธิเทาชางที่อยูในแมวตัวที่ 1 และ 2 
 
 
 
 
 
 
 
ก็ตามในการศึกษาตอไปควรทําการเก็บโคโลนี
ใหมากขึ้นเพื่อศึกษาทางสถิติและเพื่อยืนยันการ
เกิดเปน variant ชนิดใหมดวย 
 
กิตติกรรมประกาศ 
 ขอขอบคุณภาควิชาชี ว เคมี  คณะ
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ   
ในความอนุเคราะหใชสถานที่ และเครื่องมือใน
ก า ร ทํ า ง า น วิ จั ย ค รั้ ง นี้  แ ล ะ ข อ ข อบคุ ณ
มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ในการใหทุน
สนับสนุนการทําวิจัยโดยเปนงบประมาณ
แผนดิน ประจําป 2547  
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